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Geschichte der Virologie (1)
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Frihe Geschichte der Virologie =

Geschichte der (Pockenschutz)impfung

» 11. Jahrhundert: Impfversuche in China
» 1721 Lady Montague: Variolation in England

» 1796 Edward Jenner: Erste Impfung
(Kuhpocken); Vakzine = Impfstoff

» 1885 Louis Pasteur: Attenuation des Erregers der Tollwut



Geschichte der Virologie (2)
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Entdeckung von Viren:

> 1882 Adolf Mayer: Ubertragung der Tabak-Mosaik-Krankheit
durch Pflanzensaft; Erreger war nicht isolierbar

Photo by J. P. Krausz, from “Lessons in Plant Pathology,”
The American Phytopathological Society Education Center
(http://www.apsnet.org/education/lessonsPlantPath/TMV/
. _ text/symptom.htm), reprinted with permission.
Principles of Virology, 2004



Geschichte der Virologie (3)
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» 1892 Dimitri lvanofsky: Erreger der Tabak-Mosaik-Krankheit ist
,nicht filtrierbar* und ,nicht ztichtbar®

» 1898 Martinus Beijerinck: Erreger der Tabak-Mosaik-Krankheit
vermehrt sich in lebendem Gewebe

Erreger ist: ultrafiltrierbar
nicht zichtbar ausserhalb lebendem Gewebe
ultravisibel

,Contagium vivum fluidum*; spater Virus (lat. Gift)



Geschichte der Virologie (4)
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»> 1898: Loffler und Frosch; Maul- und Klauen-Seuche-Virus (1. animales
Virus)

» 1901: Walter Reed; Gelbfieber-Virus (1. Virus des Menschen)

» 1911: Erstentdeckung einer Tumorvirus (Rous Sarcoma Virus)

» 1915: Entdeckung von Bakteriophagen (Twort; d‘Herelle)

» 1935: Kristallisation von TMV (Stanley)

» 1949: Anzichtung von Poliovirus (Enders, Weller, Robbins)

» 1970: Entdeckung der reversen Transkriptase (Baltimore, Temin)
» 1977 Letzter Pockenfall (Somalia)

» 1983: Entdeckung von HIV



Definition Virus
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Was sind Viren?

® Filtrierbare Infektionserreger
® (Un)sichtbar im Lichtmikroskop

® Vermehrung nur in einer lebenden Zelle

® Obligat intrazellulare Parasiten ohne eigenen Stoffwechsel

® nur eine Art von Nukleinsaure (im Partikel)



Abgrenzung Viren - Bakterien
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Konv. Bakterien Rickettsien Chlamydien Viren
Obligat. Intrazell. - + + +
Nukleinsaure DNA und RNA DNA und RNA  DNA und RNA DNA oder RNA
Proteinsynthese + + + i
Energiegewinnung + + - _
Vermehrung Zweiteilung Zweiteilung Zweiteilung Montage

Antibiotikasens. + + + .




,Randgebiete’ der Virologie

[ . Molgggi_a_u',vmﬁgy }

Viroid

Satellit

Prionen

Genom
Grosse
Vorkommen
Gen

Replikation

Beispiel

zirkulare RNA
200 - 400

Pfl.

RNA Pol Il (Ribozym/
Wirts-RNase)

Coconut
Cadang Cadang

einzelstr. RNA
500 — 2000
Pfl., Mensch
1-2

Helfervirus

Hepatitis D Virus

Mensch, Tier
zellular

Proteinfaltung

BSE




Grundlagen der Virologie
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OK, .UM, FIRST | NEM' NUMBER ONE:) THEN'RE
LET'S MAKE A | THATS A || WHAT ARE BUGS, ARENT

OF WHAT | GOQD WAY | [ VIRUSES? THEN 7 YEAM, |
o) i PUT THAT

Viruses are bad news, wrapped in protein.
Sir Peter Medawar



Jede Spezies hat seine eigenen Viren

Bacteria Archaea Eucarya

Green
Filamentous

Slime
Spiroghetes bacteria

Entamoapae M@lds Apimals
Methanosargina

Fungi
Halgphiles
Plants
Cyanobacter Ciliates
Planctomyce Flagellates
Bacteroide:.

Cytophaga Trichomonads
Microsporidia
Thermotoga
Aquifex Diplomonads

Lucas Cranach




Viren: Die haufigste ,Lebensform‘ im Meereswasser

.. 5.000 Virus Spezies
in 200 Liter

SR
.000.000 CE Spezies

Sediment

10 Bi_'llgongh Viren
pro Liter
(Verglelch ~ 4, 500 Saugerspe2|es) -

— - g —

Metagenomstudien: Virusgene bilden den Grolteil der Genosphare

Gesamtmenge an Viren im Meereswasser: ~200 Mio. Tonnen Biomasse



Was ist ein Virus?

Poliovirus ist....

Viren stellen den Ubergang ausgerottet?

Profiteur

-—eryyon der belebten zur unbelebten Natur dar »kreg

= Virales Leben = infizierte Zelle
| p— F / biochemische Maschine
...ein selbststichtiges Genom '12 '24 '36 '4; ....eine faszinierende Struktur
hours

C332652H492388N982450131196F)750182340
....ein biochemisches Molekil



Was ist ein Virus?
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Genetische Information:
DNA oder RNA /- \

QQ Lipidhtlle (envelope)

O

\ _/ (Hilfsproteine,

Enzyme)

Funktion der auReren Ummantelung (Kapsid, +/- envelope):
® Umhillung und Schutz des Genoms
® Anheftung an die Wirtszelle;

® Erkennung spezifischer Wirtszellen



Partikelaufbau am Beispiel eines Herpes Virus

Morécui“"wro‘ggy }
MrErsity of Heidelberg

Envelope proteins

(gB—gN)

Lipid envelope

DNA

Nucleocapsid

aus: Flint, Principles in Virology, 2nd edition



lkosaedrische Symmetrie
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‘ Symmetrische kubische Strukturen:

Platonische Korper
el
Ikosaeder:
12 Ecken, 20 triangulare Flachen:
groftest Volumen relativ zur Oberflache

Five fold symmetry axis

I
@ Two fold symmetry axis
3 Symmetrieachsen

5

Three fold symmetry axis

D



lkosaedrische Virusstrukturen
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age P2 (6004A)

. K]

NV (410A) BV (397A) y Re A) SpV-4 (3604) T=4 DHBC (340A)

iophage

lorotic
ittle (284 A) parvovirus (

2A) TBE-RSP (310A)

Bacteriophage . (630A)



Helikale Virusstrukturen

Tabakmosaikvirus

Lange: 300 nm (3000 A)
Durchmesser 18 nm (180 A)
Molgewicht: 40 MDa

2130 Kapsidprotein Monomere (158 AS)

RNA: 6400 Nukleotide (3 NT/UE)

16 3 UE pro Windung (gleiche Position nach 49 UE)



Komplexe Viren: Pockenvirus

oz vy |




Virus Morphologie
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sity of Heidelberg

Fivefold axis

Spharische Partikel
meistens ikosaedrisch

Threefold axis Twofold axis

~

Tubulare Partikel
meistens helikal

Komplexe Partikel
z. B. Phagen




Grossenvergleich Eukaryonte Zelle — Bakterium - Virus

L]
Influenza-\irus
0,1x10-6 m
g —taphylococcus
epidermis

7x106 m GréRenvergleich 100nm



Physikalische Virusgrosse
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Mimivirus

Plant Animal Poxvirus Viruses Proteins Small Atoms

cells cells l Ribosomes molecules

| 1 | | | | | 1 .

N N A ]| RE AR A N WIIIIIII L] | Meters
10-2 103 104 10-5 10-6 10-7 g8 10-° IO-nIO
(I cm) (I mm) (1 unp (I nm) (1 A)
Light microscope
Electron microscope
X ray
NMR

Principles of Virology, 2004



Genomgrosse von Viren
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Mensch ca. 20.000 Gene
(5 x 10e9 Bp)

E. Coli ca. 2.000 Gene
(4 x 10e6 Bp)

Viren 1 —-~900 Gene
(ab ~2 x 10e3 bis ~1 x 10e6)



Grosse viraler Genome
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Circoviridae . Coronaviridae, 31 kB RNA
1,7-2,3 kB ssDNA Mimivirus, 800 kB DNA

Faktoren, die die Genomgrosse begrenzen
* Dauer der Genomreplikation
» Kapsidgrosse
» RNA-Stabilitat

« Genauigkeit der viralen Polymerasen



Die ,Virosphare'
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Klassifikation von Virusgenomen
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Genom
DNA-Viren RNA-Viren

Plus-Strang (= mRNA)

Minus-Strang
Doppelstrang Doppelstrang

Einzelstrang

Segmentiertes oder
nicht segmentiertes Genom

Mit oder ohne Hulle (Envelope)
umhullt oder nackt



Klassifikation von Animalviren
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DNA

RNA

Umhullt

Pockenviren

(Vaccinia, Variola, Molluscum contagiosum)

Herpesviren
(HSV, vzV, EBV, CMV, HHV-6, -7, -8)

Hepadna-Viren

(HBV)

Retroviren Flaviviren

(HIV, HTLV) (Gelbfieber, FSME, HCV,
West-Nil-Virus, Dengue-V.)

Orthomyxoviren Arenaviren

(Influenza) (Lassa)

Rhabdoviren
(Tollwut)

Paramyxoviren
(Masern, Mumps,
RSV, Parainfluenza)

Filoviren

Bunyaviren (Hanta) (Ebola, Marburg)

Togaviren (Roteln) Coronaviren (SARS)

Nackt

Adenoviren

Papovaviren
(Papillom, JCV, BKV)

Parvoviren
(B19, ssDNA)

dsRNA
Reoviren
(Rota)

SSRNA
Picornaviren
(Polio, Rhino, Coxackie, HAV, FMDV)

Caliciviren (Noroviren: Norwalk)






Virologische Diagnostik: Was kann ich nachweisen?
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Erregernachweis

Virus
» Virusanzucht: infektioses Agens
» Elektronenmikroskopie: Partikel

Virusbestandteile

Proteine

* Immunfluoreszenz

* Antigen-ELISA (EIA)

» Western-Blot (Immunblot)

Nukleinsaure
 PCR
e RT-PCR

Antikdrpernachweis

Immunantwort auf Virusinfektion

Antikdrper gegen virale Proteine
« Komplement-Bindungsreaktion
« Hamagglutinations-Hemmtest
* Antikorper-ELISA
« Westernblot
* Immunfluoreszenz

=> |gG, IgM, IgA



Direkter Virusnachweils

Molecuiar Virslogy )

)

® Viruspartikel (z.B. Elektronenmikroskopie)
® Infektiositat (Versuchstier, Zellkulturen)
® Virusbestandteile

=» Proteine (z.B. ELISA)
-» Nukleinsaure (z.B. (RT)-PCR)
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Elektronenmikroskopie
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Negative stain

Partikel sind fixiert;
Kontrastierung mit Schwer-
Metallsalzen; einfach, aber
wenige strukturelle Details

Isolierte HIV Kapside

Dinnschnitt
Partikel sind fixiert;
Eingebettet in Plastik
Kontrastierung und
Dunnschnitt

Nur Querschnitt

Reife HIV Partikel

Cryo-EM

Nicht-fixierte (native) Proben und
Partikel ohne Kontrastierung
,vitreous' Eis

wenig Kontrast, aber Uberlager-
ung mit 3D Strukturen

Hoch-auflosend
A -

Reife HIV Partikel




Zellkulturen:
Essentiell in der Virologie

Immortalisierte Zelllinien

Erste humane immortalisierte Zelllinie:
HelLa Zellen

Henrietta Lacks
T 1951
Zervixkarzinom

Leberzelllinie

Day 1 pest plating Day 5 poslt plating Dy 9 aflar differerdiation complotely differentiabed (day 20)

Neuronale Zelllinie



Zytopathogener Effekt von Viren
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Infektion von epithelialen HelLa-Zellen mit Bildung von

Poliovirus (Picornavirus) Riesenzellen (= Syncytien)
nach retroviraler Infektion

Aufnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Infektion (in Stunden)

fortschreitende Lyse der Zellen
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Plague-Test: Titration von Virusinfektiositat

h

1:104 1:10° 1:106

gl

Serielle Verdiinnung des
Ausgangsmaterials

Ausbringen der Virus-
Verdinnungen auf
suszeptible Zellen

Uberschichten mit zadhem
Methylcellulose-Medium,
um die freie Diffusion der
Viren zu verhindern.

Kreisformige ,L6cher”
(= Plagues) im Zellrasen
durch lokal beschrankte
Ausbreitung der Viren
und Zellzerstorung



Plaque-Test: Titration von Viren

=» Nachweis der Anzahl infektioser Partikel in einer LOsung

=» Phanotypische Analyse von Virusmutanten (Plaque Morphologie)



Nachweis virale Proteine: ELISA (EIA)

[ Mol Vo J

Antigen-ELISA

Virales Antigen

——— Indicator

® Hepatitis B Virus \ Q\— Second antibody
. HI Virus Viral antigen
® Rotavirus

® Adenovirus
® Astrovirus
® Norovirus

Capture antibody

O
v,

A
v, <
A




Nachweis viraler Nukleinsaure in der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

= >
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1. Zyklus Virale DNA

Aufschmelzen der T ! —
Strange durch Erhitzen ... \ mmmE
Abklhlen in Gegenwart \

komplementarer Illlqlllll

OllgonUKleOtld-Prlmer Illlblllll

Ver|éngerung der Illlqlllll
Strange durch hitze-
Stabile Taq-POIymerase Illlblllll

\
NENNENENENSNENENEEEEEEER

CIIITITTTTTTITITTITT 35 Zyklen



Nachweis viraler Nukleinsaure in der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
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RNA Nachwels = RT-PCR

Quantifizierung
= Light Cycler

= Tag Man



Prinzip der Fluoreszenzdetektion (TagMan PCR)
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spezifischer Nachweis durch Sonden-Hybridisierung (Hydrolyse-Sonde)

CCCCC

Anregung

Anregun
bel 492 nm gung

bel 492 nm

4
‘.. \- /
. IS
. . |
o* FRET " Fluoreszenz bei
FAM Energie-Transfer @P 517 nm
5' TagMan-Sonde 3
FRET: mmmmmi5-3 Exonuklease n } @P
Fluoreszenz 5 - |
Resonanz Primer 1 PR [ Sonde |3

Energie
Transfer 3 PCR-AmpIIflkat 5'




Fluoreszenzdetektion bei der LightCycler PCR
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J
spezifischer Nachweis durch Sonden-Hybridisierung

Anregung bei

494 nm Fluoreszenz bei
518 nm
LightCycler
Anregung bei
Fluoreszein 494 nm Fluoreszenz
bei 640 nm
5'1! Hyb-Sondel |3
£ Y
Fluoreszein L C-
FRET: Red
Fluoreszenz , '
Resonanz S'| Hyb-Sonde 1 Hyb-Sonde 2 |3
Energie IRTRIRERENERENR I IR IR NENARERENE]
Transfer 3 PCR-Amplifikat 5'

nach U. Reischl, RIMMH, 04.99



Quantifizierung der Zielsequenz (real-time PCR)
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)
Delta Bn vs Cycle
1.0e+001 [ N B B [
Plasmid- 196 1D JLO4 1-03,_1b2— dli_f)o
Standard N .wfji?fi?; '--'ggéﬂij
s | Kopien/Ansatz AT TR A LT
Grenzwert- A YA YA | WA (W e
Fluoreszenz
4 A |
_ 1.0e-001 ,‘f 2 i i ’f_:?.é_ﬂ,v,,rfh“"“"fﬂ_
: hiraARa ey
o N ’ ATV 2/ I
O 1 0e-002 -yﬁ%ﬂ“ﬂﬁ\ £ ] ﬁ /] /\ =
/77 & X[ Probenmaterial
| De003 i A T T R A O
‘ DNA-Quantitat ca. 2,0 x 103 Kopien/Ansatz
LT

12348 67 8 0101112431445 1647 18 19020 21 2223 24 20 2627 202030 31 323334 3530 37 3830 404142 43 44 45

Cycle Number

Selected Detectar: HSY 2 Fam, Start: 6 End: 13, Threshold: 0.20000000

Well(z) A3-A4 B3-B4 0304 [5-D4 E3-E4 F3-F4 G3-G4 H3-HE

Document; 1-050504-2 =ds (Abzolute Guartification)

—> untere Nachweisgrenze 1 - 10

Kopien/Ansatz o
—> quantifizierbarer Bereich Uber 6 - 8 log-

Stufen



Virologische Diagnostik:

Indirekter Virusnachweis (Serologie)

iz sty |

)

Nachweis virusspezifischer Antikorper

Antikorper-ELISA

.h Indicator
B~

z.B.
HIV-Suchtest
Hepatitis B Virus
Hepatitis C Virus

Anti-lgG

Antibody in sample (IgG)

4/ \\

Viral antigen




Arbeiten mit Viren, Virusnachweis
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Arbeiten mit Patientenisolaten: L-Stufen
Arbeiten mit gentechnische veranderten Organismen: S-Stufen

Arbeiten in der industriellen Produktion: P-Stufen

Sicherheitsstufen 1 -4



@ Biologische Sicherheitsstufen
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S1, S2;
z.B. subvirale

Konstrukte

Herpes simplex virus,
HBV, Poliovirus

S4: z.B. Filoviren, hoch-pathogene
Influenzaviren

B s3: 2B, HIV, HCV,
™ DENV

ENS Lyon







